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1.緒 論
生体組織に大きな欠損が生じた場合,人工的なscaffold(足場)を提供しなけ
れば,組織の再生や再構築はほとんど不可能である.tissueenginee血g(生体
組織工学)は,適切なscaffoldに細胞や生理活性物質を与え,生体組織や臓器
の再生および再構築を行う方法や医工学技術である.scaf〔bldには無機や高分
子材料が使用され,その所要条件として以下のようなことが挙げられている1).
①生体親和性を有する.②毒性や発ガン性がない.③抗原性が低い.④組織
形成 に伴う生体内吸収性がある.⑤分解産物 に毒性がない.⑥細胞との接着
性を有する.⑦細胞の活性を維持できる.⑧組織再生が可能な形態(多孔質)
である.⑨再生完了期間まで安定性がある.⑩一定の機械的強度がある.
生体吸収性を有する合成高分子のscaffoldとしてはポリ乳酸(PLLA),ポリエ
チレングリコール酸(PEG),ポリグリコール酸(PGA),ポリε一カプロラクトン
(PCL)およびそれらの共重合体がある.これらの合成高分子は主鎖中の共有結
合が生体内に存在する水と酸素により加水分解や酸化分解 により切断され低分
子化が起こる.ポリ乳酸は生体内の代謝産物である乳酸とグリコール酸に分解さ
れるため安全であり,その分解性は材料の分子量や結晶化度および共重合比
などの組成により制御できる2,3).そのため,外科用縫合糸4,5),骨プレート6,7),骨
固定ピン8,9),DDS(ドラッグデリバリー システム)用マトリックス1軌ll)として臨床で
広く使用されている.しかし,PLLAの側鎖には官能基がなく疎水性であるため,
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表面改質等により生体との親和性を改善する必要がある12).
高分子の表面改質法としては湿式法と乾式法がある.湿式法 には化学薬品
処理,プライマー処理,ポリマーコーティング処理,電着処理等がある13).しか ,
乾燥工程が必要であり,薬品残留の影響が表面だけでなく,高分子の膨潤や
溶解 によりバルクにまで影響を及ぼすことが報告されている13).一方,乾式法に
は放電処理,短波長UV(紫外線)処理,電子線処理,放射線処理およびサンド
ブラスト処理等がある13).放電処理は,放電時の気体圧力と電流密度によりさら
にコロナ放電(高圧低温プラズマ),アー ク放電(高圧高温プラズマ)およびグロ
ー放電(低圧低温プラズマ)に分類される14).プラズマとは与えられたエネルギ
ーにより気体原子や分子が励起されて電子を放出し,電離した正イオンと電子
がほぼ等しい密度となって,全体として中性の状態をいう15).
プラズマ処理では,雰囲気ガスを変えることにより高分子試料表面を物理的
あるいは化学的に変化させることができる16・17).プラズマ処理に使用するガスは,
HeやArなどの化学反応しない不活性ガスと,H2,02,N2,NH3およびCF4のよ
うな化学反応する活性ガスとがある.
歯科領域でのプラズマ処理を応用した表面改質は,印象の表面処理18),アク
リルレジンの濡れ性の向上19),インプラントの表面改質20-22)および歯科用器具
の殺菌23)などに幅広く臨床応用されている.一般的な(広く使用されている)プ
ラズマ装置は減圧真空下で処理するため大型装置を必要とし,バルクにまで影
響を及ぼす可能性もある.
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本実験では,大気圧 下で簡便に表面処理が可能な低温プラズマ処理装置を
用いて,細胞接着性の制御を目的としMC3T3-E1細胞(マウス骨芽細胞様細
胞)およびHeLa細胞(ヒト子宮頸ガン綿胞)の細胞応答を検討した.第1部では
大気圧中(曲)およびCO2,N2,Ar,C3F8のガス雰囲気 中でプラズマ処理した
PLLAの表面性状観察,表面粗さ,水との接触角,表面 自由エネルギー,表面
元素および表面の官能基について検討した.第2部ではプラズマ処理前後の
PLLA試料表面での細胞接着能や細胞増殖能などの細胞応答について検討し
た.
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2.大 気 圧 下 低 温 プ ラズ マ 処 理 によるPLLAの 表 面 修 飾
2-1.目 的
PLLA表面を大気中および雰囲気ガス中でプラズマ処理を行い,その処理条
件と表面修飾との関係を明らかにすることが 目的である.
2-2.材料 と方 法
2-2-1.試料の調整
試料は重量平均分子量(MW)が20.4万のポリ乳酸ペレット(ラクティ
ー-5000,PSPM1801,島津製作所,日本)を215GCのステンレスシリンダ
ー内で35分間加熱溶融し,4℃に冷却した金型に射出成形機(スルフォ
ンジェット3000,ハイデンタルジャパン,日本)を用いて射出成形して φ
15.6×2㎜の繝 包鱶 用 円板試料を作製した.射出成形は射 出圧力
15MPa,保圧4MPaの条件で30秒間行った.
2-2-2.試料の洗浄
成形したPLLA試料は蒸留水 中で超音波洗浄を10分間行った後,自
然乾燥させ,使用するまで23℃のデシケータ内に保存した.
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2・2-3.プラズ マ 処 理
プ ラズ マ 処 理 装 置 とプ ラズ マ 処 理 条 件 を図1お よび 図2に 示 す.PLLA
試 料 は 図1に 示 す プ ラズ マ 処 理 装 置(PlasmaJet,Corotec,USA)を用 い
て,大 気 中(Air)および 二 酸 化 炭 素(CO2),窒素(N2),アル ゴン(Ar)お
よび 八 フッ化 プ ロパ ン(C3F8)ガス雰 囲 気 中 で 表 面 修 飾 を 行 った 。以 下,
Airプラズ マ,CO2プ ラズ マ,N2プ ラズマ,Arプ ラズ マ,C3F8プラズ マ と略
称 す る.ま た,プ ラズ マ 処 理 してい ない 試 料 をcontrolとした.プ ラズ マ 処
理 は 試 料 電 極 間 距 離 を20mm,試 料 の 移 動 速 度 を5mm/secとし,1ま た
は2往 復 行 った(図2).
目
5mm/sec(1roundtrip)
20mm
図1.プラズマ処理装置 図2.プラズマ処理装置の構成図と
プラズマ処理条件
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2-2-4.表面分析
1)表面観察
プラズマ処理前後の各試料 表面 は超深度形状測 定顕微鏡(VK-8500,
KEYENCE,日本)を用いて表面性状(×100)の観 察を行 った.
2)表面粗 さ測定
プラズマ処理前後の各試 料 の表 面粗 さ(中心線平均表面粗 さ;Ra)は,
表 面粗 さ計(Surftest201,ミツトヨ 日本)を用 いて行った.
3)水との接触 角測定
プラズマ処 理前後 の各試 料表 面 の水 との接触 角は,接 触角計(CA-X
型,協 和 界面科 学,日 本)を用 い,0.3μ0の蒸 留水を材料 上 に滴 下し
て10秒 後 に接触角(θ)を測定した.
4)表面 自由エネルギー測定
表面 自由エネルギー(γs)が既知の3種 類 の液(水,テトラブロモエタ
ン,ジヨードメタン)24)と試料表 面との接触角を接触角計(CA-X型,協
和界面科 学,日 本)を用いて測定 し,プラズマ処理前 後の試料表 面の
表 面 自由エネルギー(γs)を求 めた.表 面 自由エネル`_の 測定は以
下に示す手順 に従って求めた.先 ず,各 液を試料 上に0.3μ¢滴下して,
10秒後 に接触 角(θSL)を測定 した.次 に,測 定接 触角と各液体 の表
面 自由エネルギーの値(表1)を① 式のYbung-Dupreの式に代入し,液
体とPLLA試料表面の付着エネル ギー(WSL)を求めた.
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WsL=γL(1+cosθsL);Young-Dupreの式 一一 ①
また,WSLは,液 体 とPLLAの 各 表 面 自 由 エ ネ ル ギ ー 成 分 か らな る②
式 で 表 され る.
WSL=2(γsd・ γLd)1/2+2(γsp・γLp)1厘+2(γsh・γLh)1ρ一一 ②
り!dL,γLP,γLhは各 液 体 の 表 面 自 由 エ ネ ル ギー の 分 散 成 分,双 極 子
成 分,水 素 結 合 成 分 で ある.3種 類 の 液 との 接 触 角(θSL)から① 式 よ
り求 め た各WSLの 値 を,② 式 に 代 入 した3元1次 連 立 方 程 式 か ら,試
料 の3成 分(γsd,yPS,hyS)の 値 を算 出 した.PLLAの 表 面 自 由
エ ネ ル ギ ー(γs)はそ の値 を③ 式(拡 張Fowkesの式)に 代 入 して3成
分 の総 和 として求 め た.
ys=γsd+γsp一 ト γsh;拡 張Fowkesの式 一一 ③
ここで,γsd,γsP,γshはPLLAの 表 面 自 由 エネ ル ギ ー の 分 散 成 分 ,
双 極 子 成 分,水 素 結 合 成 分 で あ る.
表1.使用した3成分の表 面 自由エネルギー24)
LiquidsSurfacefreeenergy(m」/mz)
`Y
s'YSd'rSPYSh
water72.8
tetrabromoethane47.5
diiodomethane50.8
29.1
44.3
46.8
1.3
3.2
4.0
42.4
0.0
0.0
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5)XPS分析
プラズ マ処 理 前 後 の試 料 表 面 は全 自動X線 光 電 子 分 光 装 置
(XPS-7000,理学電機,日 本)を用 いて分析 した.励起X線 はMgKα
を供給源 とし,ワイドスキャンスペクトル は電流5mA,電 圧10KV,ナロ
ースキャンスペクトル は電流IOmA,電圧10KVで測定した.また,測 定
前後で標準試料(Ag)に対する装 置の検 出感 度の補正後,Passenergy
15eVおよびStepenergyO.1eVの条件で測 定を行った.得られたピー
クの波形 分離を行 い,原子数比,01s/Cls比および官能基(結合状態)
を求めた.
2-2-5.統計解析
得 られたデータの各平均値 および標準偏差を求め,分散分析 丶
(ANOVA)により有意差検 定後,Fisherの多重比較検定を行 い,有 意
水準5%で 統計処理した.相 関係数 およびp値 はSpearmanの順位相
関により危険率(p<0.05)を求 めた.表 および図 中の異なるアル ファベ
ットは有意差があることを示す.また,相 関性 の表現は,相 関係数0.7
～1で は強い順相関,相関係数0.4～0.7は弱 い順相 関,相 関係数
一〇.4～0.4は相 関なし,相関係数一〇.4～-o.7は弱い逆相 関および相
関係数一〇.7～-1は強い逆相 関とする25).
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2・3.結 果
プラズマ未処理のPLLA表 面(control)とAirプラズマ処理 を1お よび2往
復したPLLA表面の表面性状と表面粗さ(Ra)を図3に 示す.contro1とAirプラ
ズマ処理を1往 復したPLLA表 面の表面粗さは0.03μm(±0.01)と0.05μm
(±0.02)であったが,2往 復 の場合 は0.14μm(±0.06)と有意 に増加した.試
料 の表面粗さが細胞応 答に影響を与 える報 告があるため26'27),以下の実験で
は表面粗さにおいてcontro1と有意差が見 られなかった1往 復のプラズマ処理
を行 った.
Ra=0.03μm
Control
20/1m
Ra=0.05,um
1roundtrip
20,ccm
Ra=0.141-gym
2roundtrips
図3.プラズマ照射往 復回数 とPLLA表面の表面性状との関係(×100)
プラズマ処理前後のPLLA表面の水との接触角を図4に 示す.Air,CO2,N2
およびArプラズマ処理 したPLLA表面の接 触角はcontrolと比較 して有意に減
少した(P<0.01).N2やArプラズマ処理 したPLLA表面の接触角 はAirやCO2
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プラズマ処理試 料よりも有意 に大きくなった(p<0.01).一方,C3F8プラズマ処理
したPLLA表 面の接触 角は,controlと比較 し有意に増加 した(p<0.01).
Airプラズマ処理したPLLA表面の水 との接触 角の経時変化を図5に 示す.
controlの接触角は約80°で,Airプラズマ処理 直肇の接触角 は約38°まで有
意 に減少 した(p<0.01).時間経過とともに接 触角は徐 々に増加 し,90日後 には
約70°まで回復した(p<0.01).
ロむ
ε100
蕊80
飄
52。
0
controlAirCO2N2Ar'C3F8
Gas
図4.プラズマ処理前後のPLLA表面の水との接触角
80
.一.
0
鳥
壽60
蕊
蓉
U
40
020406080100
Storageperiod(days)
図5.Airプラズマ処理 したPLLA表 面の水との接触角の経時変化
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プラズマ処理前 後のPLLA表 面 の表 面 自由エネルギーを図6に 示す、Air,
CO2,N2およびArプ ラズマ処 理したPLLA表 面の表面 自由エネルギー(γs)'
の分散成分(γsd)と双極子成分(γsP)はcontrolと比較してほとんど変化が見ら
れなかったが,水 素結合成分(γsh)はcontrolと比較して著 しく増加 した.一方,
C3F8プラズマ処理 したPLLA表 面の表 面 自由エネルギー(γs)とその成分(γ
sd,γsPおよび γsh)はcontrolと比較して減少 した.
葺8°
宴6・窘
4。
鬟2・
舅 。
controlAirICO2N2ArC3Fg
Gas
図6.プラズマ処理前後のPLLA表面の表面 自由エネルギー
プ ラズ マ 処 理 前 後 のPLLA表 面 のXPSワ イ ドスキャンスペ クトル を図7に 示
す.controlおよびAir,CO2,N2,Arプラズ マ 処 理 したPLLA表 面 にはCls
(285eV),Nls(400eV)およびOls(532eV>の3つの ピー クの 内2つ の ピー クが
観 察 され た.一 方,C3F8プラズ マ 処 理 したPLLA表 面 で は3つ の ピー ク以 外 に
Fls(689eV)ピー クが 観 察 され た.
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プ ラズ マ 処 理 前 後 のPLLA表 面 の ナ ロー スキャンスペ クトル を図8に 示 す .
controlおよびAir,CO2,N2,Arプ ラズ マ 処 理 したPLLA表 面 で はC-H
(285.OeV),C-0(286.6eV),C=0(287.9eV)およびCOO(289.1eV)の4つの ピ
ー クに分 離 され た .C3F8プラズ マ 処 理 したPLLA表 面 で はC-H(285.OeV),C-0
(286.6eV),Cニ0とCFは 同 ピ ー ク位 置(287.9eV),COO(289.1eV),CF2
(290。8eV)およびCF20(292.3eV)に分 離 され た.得 られ たピ ー クの 波 形 分 離 を
行 い,ピ ー ク面 積 か ら原 子 数 比,01s/Cls比お よび 官 能 基(結 合 状 態)を 求 め
た.
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図7.プ ラズ マ 処 理 前 後 のPLLA試 料 表 面 のXPSワ イドス キ ャ ンス ペ クトル
a)control,b)Airplasma,c)CO2plasma,d}NZplasma,e}Arplasma,f)C3Fgplasma
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図8.XPS分析のナ ロースキャンスペ クトル
a)control,b)Airplasma,c)COZplasma,d)N2plasma,e)Arplasma,f)C3Fgplasma
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ナ ロースキャンスペクトルから求めたPLLA表 面の原子数比 および01s/Cls
比 を表2に 示 す.Nls原 子 数 はcontrolと比 べ てAir,CO2,N2お よびC3F8
プラズマ処理したPLLA表面では増 加したが,Arプラズマ処 理したPLLA表面
では減少 した.01s原子数 はcontro1と比 べてAir,CO2,N2およびArプ ラズ
マ処 理したPLLA表面では増加したが,C3F8プラズマ処理 したPLLA表面では
減少 した.一方,Cls原子数 はcontrolと比べて 曲,CO2,N2,ArおよびC3F8
プラズマ処理した全 ての試料表面で減 少した.Fls原子数 はC3F8プラズマ処理
したPLLA表面で増加 した.01s原子数 とCls原子数の比(01s/Cls比)はC3F8
プラズマ処理以外の全てのガスで増加 し,CO2プラズマ処理したPLLA表 面が
最も大きくなった.一 方,C3F8プラズマ処理したPLLA表 面ではcontrolとほぼ
同じ値を示した.
ナロースキャンスペクトルから求めたPLLA表 面のCls原子の結合状態 を表
3に 示 す.Air,CO2,N2およびArガ ス中でプラズマ処理したPLLA表 面 は,
controlと比較してC=0基 が増加 した.一方,C3F8プラズマ処理したPLLA表面
ではcontrolと比較 して,C-H結合 は減少 しCF(287.9eV),CF2(290.8eV)およ
びCF20(292.3eV)などのフッ化物の存在 が確認された.
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表2.ナロースキャンスペ クトル か ら求 めたPLLA表面 の原 子数 比 およびOls/Cls比
Gas Atomicpercentage(%
Nls Ols Cls Fls Ols/Cls
Control1.02
Air4.82
CO23.48
N22.65
Aro.s2
C3Fg1.90
45.1053.88
50.5444.64
52.2544.27
49.1548.20
48.5150.97
27.3932.2538.46
0.84
1.13
1.18
1.02
0.95
1'
表3.ナロースキャンスペクトルから求めたPLLA表面のC1原子の結合状態
Gas Functionalou%
COOC=OC-OC-HCFCF20CF2
Control
Air
CO2
N2
Ar
C3F8
29.35
32.04
32.64
27.18
27.53
33.52
4.96
11.25
11.26
10.90
12.97
(5.55)
28.11
28.39
24.15
26.39
22.62
19.72
37.58
28.33
31.95
35.54
.:'
19.49(5.55)2.6819.04
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2-4.考 察
scaffoldの試料形状は,強さ,分解速度,成形性および細胞接着性などと密
接な関係にあり,目的組織や欠損部位 に応じて異なる.試料の形状には,シー
ト,チューブ,スポンジ,不織布,メッシュ,編織物および高次成形体などがある.
その成形法にはシートやチューブの場合には押し出し,プレスおよびキャストが
あり,スポンジの場合には凍結乾燥,発泡,相分離 ポローゲン溶 出および焼
結があり,不織布の場合にはスパンボンド,メルトブロー,ニードルパンチおよび
メッシュがあり,編織物の場合には紡糸があり,高次成形体の場合には光造型
およびレーザー加 工などがある28-33).これらの多くは既に多孔質体に成形され
ているため,細胞接着能の影響を正確に把握できないのが現状である.そのた
め,本実験では,多孔質体試料では定量分析できない要因を射出成形法によ
りバルク試料を製作して検討した.
ポリ乳酸は分解産物である乳酸とグリコール酸が生体内の代謝産物として存
在するため安全であり,その分解性は材料の分子量,結晶化度および共重合
比などの組成 により制御できる特徴がある.そのため,ポリ乳酸は目的組織や
欠損部位に応じて臨床応用される範囲が広いと考えられるため,実験材料とし
て選択した.
本実nに 用いたプラズマ照射装置は,パワーユニットと放電用電極とから構
成されており120Vの電圧で可動する.プラズマ処理は低圧の気体に電圧をか
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けると,大気中に少量存在している自由電子が加速され,大きな速度で移動し
始 める.この加速された電子が付近に存在 する原子や分子に衝突し,原子や
分子がイオン化されてラジカルを生成する18).このラジカルは雰囲気 に存在す
るガス(活性ガス)または放電雰囲気から試料を取り出した後 に曝される空気
(不活 性ガス)と接触することにより表面に新しい官能基が生成する.官能基の
種類は放電雰囲気 に存在するガスの種類 に依存しており,ガスの種類を変える
ことにより親水性や疎水性の異なった表面特性を付与することができる34).
プラズマガスの種類はCO2,N2およびC3F8などのような活性ガスやArなどの
不活 性ガスがある.C3F8ガスはフッ化炭素ガス中でもオゾン層の破壊の危険1生
が少なく,また人体に対しても比較的安全なガスであり,反応性ガスプラズマと
して表面を疎水化する場合 に使用されている35,36).フッ化炭素は反応性(重合
性)の違いにより従来から2つに分類されている.1つは不飽和(あるいは環状)
フッ化炭素でプラズマ中で重合し,他の1つ は飽和フッ化炭素で化学的に反応
するが重合しない.フッ化炭素の重合性は分子 中の炭素とフッ素の比によって
決まり,F/Cが2.5より大きいC3F8などは重合しにくく,小さいものは飽和フッ化
炭素でも重合する37).重合性と非重合性の境界付近に存在するC3F8(F/C)
=2.67ガス中でのプラズマ処理は,PLLA表面で重合が進行すると同時に分子
鎖の切断が起こり,フッ化物が生成したものと考えられる38).一方,Arのような
不活性ガス中でプラズマ処理を行った場合 には,化学反応は起こらないが励
起された原子はPLLA表 面で物理的に反応する.以上のことより,ガスの主な
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役割は,不活性ガスではスパッタエッチングや洗浄 目的であり,活性ガスはエッ
チングに有効であると考えられる.
本装置は,従来の装置と比較して経済性が低く,小型装置で大気 中による簡
便な表面修飾が可能であり,試料のバルクにまで影響を及ぼすことは少ない.
しかし,本実験では,プラズマ処理を2往 復行ったPLLA試料表面は,表面粗
さや表面観察から,プラズマ処理を1往復行った試料と比較して荒れていた(図
3).プラズマ状態は,電子温度と気体温度 が一致して熱 平衡が成立した場合
(熱プラズマ)や気体温度が常温またはこれに近い温度でも強い電磁場の中で
高温(104～105K)の電子が動き回っている揚合(低温プラズマ)に達成される14).
従って,1往復のプラズマ処理では,試料表面の発熱 は起こらないが,2往復の
プラズマ処理では,試料表面に衝突したプラズマにより発熱が起こり,試料表面
の一部溶融が起こったものと考えられる.細胞接着能は試料の表面粗さに影響
されるという報告があるので,表面粗さがcontrolと比較してほとんど変化のない
1往復のプラズマ処理を以後の実験条件とした.
プラズマ処理前後のPLLA表面の定量分析は,XPS,濡れ性 および表面 自
由エネルギーを用いて行った.XPS分析は,高真空条件下でX線 を照射する
ため測定までに時間を要し,高分子表面の分子構造に影響を及ぼす可能性は
あるが,材料の極く表面の定量分析を行うのには優れた装置である39).一方,
濡れ性や表面 自由エネルギーの表面測定は,操作が簡単で測定時に高分子
に影響を与えることは少ない.表面 自由エネルギーとは表面張力のことであり,
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分子間力に働く力のことをいう.その分子間力は3種 類(分散成分,双極子成
分,水素結合成分)の成分があり,これらの力の合算力である40).分散成分とは
一方の分子 中で電子の電荷分布 に時間的揺らぎが起こり,電気双極子などの
多重極が一時的にできる.これが,他方の分子に多重極を誘起して両方の間
に働く引力をいう.双極子成分は最初から電気双極子をもつ分子での,極性結
合成分である.水素結合成分は水素原子より電気的に陰性原子が水素原子を
介して弱く結びつく結合である41).表面 自由エネルギーの測定は,これまで分
散成分と双極子成分の2成 分による分析が一般的に行われてきたが,極性物
質どうしの組合せや水素結合をもつような物質問の相互作用を正しく評価する
ことは困難であった24).しかし,最近は分散成分,双極子成分および水素結合
成分の3成 分による評価が可能になった42).
Ail',CO2,N2およびArプ ラズマ処理したPLLA表 面の水との接触角は,
control(未処理)と比較して小さくなり,C3F8プラズマ処理したPLLA表面の水と
の接触角は,controlと比較して大きくなった(図4).このことから,プラズマ処理
したPLLA表面の濡れ性を,ガスの種類を変えることにより制御することが可能
であることが示された.しかし,Airプラズマ処理したPLLA表面は保存時間とと
もに,接触角が大きくなり,濡れ性は低下した(図5).これは,保存時に大気中
に存在する炭素化合物などがPLLA表面へ吸着したことによるものと考えられる
43).既知の3種 類の液との接触角から求めたPLLA表面の表面 自由エネルギ
ー(γs)は,Air,CO2,N2およびArプ ラズマ処理したPLLA表面ではcontrol
_20
と比較 して高くなり,表面 自由エネル ギー成分(γsh)の増加 が顕著 に認 められ
た.一方,C3F8プラズマ処理 したPLLA表 面の表面 自由エネルギー はcontrol
と比較して減少 し,曲,CO2,N2およびArプ ラズマ処理したPLLA表面の表面
自由エネルギー(γs)とは逆 の結果 が得 られた(図6).
Air,CO2,N2およびArプ ラズマ処理 したPLLA表 面の水 との接触角と表面
自由エネルギー成 分との相関 関係 を表4に 示す.分 散成 分(γsd)および水 素
結合成 分(,y3h)と接触 角との間 には強 い逆相 関が見 られた(p<0.01).このこと
から,接触角 の減 少つまり表面 自由エネル ギー(γs)の増加 は,主 に分散成分
(ySa)と水素結合成分(γsh)に関係 があることが示された.
表4.PLLA表面の水との接触角と表 面 自由エネルギー成分との相 関関係
SurfacefreeenerCorrelationcoefficient
　 が
ys"-0.818
ysP-0.021　 が
ys"-0.966
*;p<0.05**;p<0.01
XPS分析では,Air,CO2,N2およびArプ ラズマ処理したPLLA表面 は,Cls
が減少しOlsや01s/Cls比が増加 した.特 にAir,CO2プラズマ処理したPLLA
表面は,他 のガスと比較し01sやOls/Cls比の増加 率は高かった。これは,0
原 子を含 む雰囲気でプラズマ処理 を行ったことによるものと考えられる.一方,
C3F8プラズマ処理したPLLA表 面ではFlsが増加した(図8,表2).これ は,F
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原 子 を含 む 雰囲気 でプラズマ処理 を行 ったことによるものと考えられる.Air,
CO2,N2およびArガ ス中でフ ラ゜ズマ処 理 したPLLA表 面 は,C=0基が増加し
C-H結合は減少 した.一方,C3F8プラズマ処理したPLLA表 面ではCF ,CF2
およびCF20などのフッ化物 が増加 した(図8,表3).
プラズマ処理したPLLA表 面の表 面 自由エネル`_お よびその成 分と原 子
数比や01s/Cls比との相 関係 数を表5に 示 す.表 面 自由エネルギー(γs)およ
びその成分(γsd,γsh)とCls原子との間 には強い逆相 関(p<0.01)が見られ,
表面 自由エネル ギー(γs)およびその成 分(γsd,γsh)とOls原子や01s/Cls
比との間には強い順相 関(p<0.01)が見られた.このことから,PLLA表面のCls
原子 が増加す れ ば表 面 自由エネルギー(γS)およびその成 分(γsd,γsh)が
減少 し,01s原子や01s/Cls比が増加すれ ば表面 自由エネルギー(γs)およ
びその成分(γsd,γsh)が増加することがわかった.
プラズマ処理したPLLA表 面の表 面 自由エネルギーおよびその成 分と官能
基との相 関係 数を表6に 示す.飲 および各種ガス中でプラズマ処理した試料
では表 面 自由エネルギー(γs)およびその成分(,y3h)とC=0には弱い順相 関
(p<0.01)が見られ,表 面 自由エネルギー成 分(γsP)とC-H結合との間には強
い順相 関(p<0.01)が見られた.このことから,表面 自由エネルギー(γs)および
その成分(γsh)が増加 するとCニ0の 官能 基が増加 し,γsP成分が増加すると
C-H結合が増加することがわかった.
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表5.プラズマ処理したPLLA表面の表面 自由エネルギー
およびその成分と原子数比や01s/Cls比との相関係数
Atomicpercentage(%SurfacefreeenergyNlsOlsCls Ols/Cls
YS
dYS
Pys
hys
*
1・11
0.314
*
-0.543
**
0.667
ホネ ホネ
0.943-0.886
ホホ ホホ
0.771-0.714
*
-0.0860.371
ホホ ホ　
0.928-0.927
**
0.886
**
0.714
*
-0.371
**
0.928
*;p<0.05**;p<0.01
表6.プラズマ処理したPLLA表面の表面自由エネルギー
およびその成分と官能基との相関係数
Surfacefreeenergy
COO
Functionalgroup(%
C=0 C-O C-H
γ・
d
YS
Ysr
h
S
11:.
*
-0.486
*
-0.486
111i
ホホ
0.6000.029
0.4290.086
*
0.0860.371
ホ
0.638-0.058
一〇.143
-0.029
**
0.829
-0.290
*;p<0.05**;p<0.01
濡れ性の向上は洗浄効果,活 性効果お よび粗面効果の3効 果で起こる.
洗浄効果 とは,照射表面に付着 している有機物(汚 れ)に プラズマ粒子が
結合 し分解除去 されることである.活性効果は濡れに くい表面をプラズマ
粒子によりその濡れ性 を改善することである.粗面効果 とは,プ ラズマ粒
子によりPLLA表面に原子 レベルの凹凸 を形成す ることである44).XPS
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か らは,プ ラズマ処理 した試料表 面は,C-H結合が減少 し,新 た にカル ポ
キシ基(COOH)や 水酸基(OH)な どの官能基 が形成 され ,表 面 の洗浄
効果 と活 性効果 が確認 できた(表3).PLLAの 表 面観察 か らは,プ ラズ
マ処理 を2往 復行 うことによ り粗 面効果 が確認 で きた(図3) .
プラズマ照射 により放 出される電子エネルギーは約5eVで あり,PLLAの原
子間単結合の結合エネルギーである3.6～4.3eVより大きい15).プラズマが衝 突
したPLLA表面は,表 面 に存在 するC-H結合 の切 断や汚染炭化水素の洗浄 に
よりラジカル の発生が起こり,このラジカル がCO2やN2の ような活1生ガスと反応
することによりカル ポ キシ基(COOH)や 水酸基(OH)な どの親水性 の官能
基が生成したことによるものと考えられる.一方,Arのような不活 性ガスでプラズ
マ処理したPLLA表 面でも,プラズマ処理 後に試料を取 り出した時に空気 と接
触 して反応する.その結果,PLLA表面 にはカル ポキシ基(COOH)や水酸基
(OH)などの親水性 の官能基 が形成 したことによるものと考 えられる.C3F8プラ
ズマ処理したPLLA表 面 は,CF,CF2およびCF20などの疎水性のフッ化物が
表面 に形成したことによるものと考えられる.
以上の こ とか ら,衄,CO2,N2お よびArプ ラズマ処理 したPLLA表 面
は,親 水性 のカル ポキシ基(COOH)や 水酸基(OH)が 形成 され るこ と
に よ り,表 面 自由エネル ギー(γS)および水 素結合成 分(γsh)が 増加 し,
接触角が減少 した もの と考 え られ る(図9).ま た,C3F8プラズマ処理 し
たPLLA表 面には,疎 水性 のフッ化物 が形成 され るこ とによ りr表 面 自由
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エネルギー(ys)および水 素結合成分(γsh)が減少 し,接 触角が増加 した
もの と考 え られる(図10).
プラズマ処理
叙〃
1ぎ1
⇒〔畫 〕
図9.Air,CO2,N2およびArプ ラズマ処 理 による
PLLA表面の官能基形成 の模 式 図
プ ラズマ処理
丶 V0 彡
`⇒〔亟埀
図10.C3F8プラズマ処理 によるPLLA表面の官能基形成 の模 式図
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2-5.結 論
本研 究では,PLLA表面を大気 中および雰 囲気ガス中でプラズマ処理を行 い,
その処 理条件 と表 面修飾 との関係 を明らかにした結果,以 下の結論を得た.
1.プラズマ処理後および保存期 間の影燮
Airプラズマ処理したPLLA表 面 の濡 れ性 は向上したが,保 存期 間とともに
低 下した.
2.△ir,CO,,N,およびArプ ラズマ処理
Air,CO2,N2およびArプ ラズマ処 理したPLLA表 面は,1)Cls原子とC-H
結 合が減少し,2)01s原子,Ols/Cls比,C=0基および表面 自由エネルギ
ー(γS)とその成分(γsd,γsh)の増加 が認 められ濡れ性 が向上した.
3.CFgプラズマ処理
C3F8プラズマ処理したPLLA表 面 は,1)C-H結合 と表面 自由エネルギー
(γs)およびその成 分(,ySd,γsh)が減 少し,2)疎水基(CF,CF20)の生成
が認 められ濡れ性が低 下した.
4.接触 角(水)と表面 自由エネルギーとの相 関関係
接 触角 と表面 自由エネルギー(ys)およびその成分(γsh,γsd)との間には
強い逆相 関が認められた.
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5,表面 自由エネルギーと原 子数比 との相 関関係
表 面 自由エネルギー(γs)およびその成分(γsd,γsh)と01s,01s/Cls比と
の問 には強 い順相 関が認 められ た.一 方,表 面 自由エネル ギー(ys)およ
びその成分(γsd,,YSh)とClsとの間には強い逆相 関が認 められた.
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3.表 面 修 飾 したPLLA表 面 で の 細 胞 応 答
3-1.目 的
大気中(曲)および雰囲気ガス(CO2,N2,Ar,C3F8)中でプラズマ処理した
PLLA表面でのMC3T3-E1細胞(マウス骨芽細胞様細胞)やHeLa細胞(ヒト子
宮頸ガン細胞)の細胞接着能,細胞増殖能および形態観察について検討し,
濡れ性,表面 自由エネルギー,表面原子および官能基の種類や量と細胞応答
との関係を明らかにすることが 目的である.
3-2.材料 と方 法
3-2-1.使用材料
細 包実験用試料は実駒 と同條 件で φ15.6×2㎜の円板試料を製
作した.
3-2-2.試料の洗浄と滅菌
ポリ乳酸試料は,蒸留水中での超音波洗浄を10分 間行った後,自然
乾燥させ23℃のデシケータ内に保存した.試料の滅菌はエチレンオキサ、
イドガス滅菌装置(SEMMEL601-MDX,ジェーエムシー医器研,日本)
を用いて55℃で8時 間の条件で行った.滅菌後の試料は,23℃のデシケ
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一タ内にて保 存した.
3-2-3.プラズマ処理
実験1と 同じ条件で行 った.
3-2-4.糸田月包培養
細胞はMC3T3-E1(マウス骨芽細胞様細胞)およびHeLa細胞(ヒト子
宮頸ガン細胞)を用い,37℃の5%二 酸化炭 素 ・95%空気 中で組織培養
用ポリスチレンフラスコ(PS,Coster,USA)中で培養 した.培 地 は,10%
FBS(Valleybiomedical,日本),50U/醜ペニシリンストレプトマイシン(PS,
Sigma,UK)を添加したメディウム(DMEM,GIBCO,USA)を用いて培養
した.培養 したMC3T3-E1細胞およびHeLa細 胞 は,0.25%トリプシン
EDTA(TE,GIBCO,Canada)を用 い3分 間のトリプシン処理を行った後,
フラスコから回収 した.その後,血 球計算 板で細胞 数 をカウントし,必要
濃度 に調整 した.
3-2-5.細胞接着 能試験
細胞接着能試験 はcontro1,Airプラズマ,CO2プラズマ,N2プラズマ,
ArプラズマおよびC3F8プラズマ処理した試 料を24穴 マルチウェル プレ
ー ト(Coster,USA)の底 面 にセ ット後,5×105個/mOに 調 整 した
MC3T3-E1細胞 およびHeLa細 胞 を播種 し,37℃の5%二 酸化炭 素 ・
95%空気 中で1時 間培養した.その後,上 清を吸引し,0.04%クリスタル
バイオ レット溶 液(100μの で室温 にて10分 間染 色 し,リン酸緩衝 液
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(PBS,GIBCO,Canada)および蒸留水 にて各3回 洗浄 した.その後,ジ
メチルスル ホキシド(DMSO,WAKO,日本)(20μの で細胞 を溶解 後,
室温で10分 間放置し,蒸留水を80μ ◎加 え,マイクロプレートリー ダー
(MTP-32,CORONAelectric,日本)を用 いて,検査 波長590㎜ と対照
波長490㎜ との吸光度差を測定した.
3-2-6.細胞増殖能試験
細胞増殖 能試 験はcontrolおよびAirプラズマ,CO2プラズマ,N2プラ
ズマ,ArプラズマおよびC3F8プラズマ処理 した試料 を24穴 マルチウェ
ル プレートの底面 にセット後,1×104個/mOに調整 したMC3T3-E1細胞
およびHeLa細胞 を播種 し,37℃の5%二 酸化炭素 ・95%空気 中で0～3
日間培養した.その後,WSTassayによりWST試 薬溶液(Cellcounting
its,WAKO,日本)を10μ0ず つ添加 し,炭酸ガスインキュベ ーター 内
で2時 間呈色反応 を行い,マイクロプレー トリー ダー を用 いて波 長630㎜
と415㎜との吸光度差を測定した.
3-2-7.形態観察
controlおよびAirプ ラズ マ処 理 したPLLA表 面 は蛍 光 顕 微 鏡
(TE-2000U,NIKON,日本)を用 いて200倍で観察し,得られたデータを
蛍光画像解析システム(LuminaVison,MITANI,日本)を用 いて解析 を
行 った.
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3-2-8.統計解析
得られたデータの平均値 および標準偏差を求め,分散分析
(ANOVA)により有意差検定後,Fisherの多重比較検定を行 い,有意
水準5%で 統計処理した.相 関係数およびp値 はSpearmanの順位 相
関により危険率(p<0.05)を求 めた.異なるアルファベ ットは有意差があ
ることを示す.また,相 関性の表現 は,相 関係数0.7～1では強い順相
関,相 関係数0.4～0.7は弱い順相 関,相 関係数一〇.4～0.4は相関な
し,相関係数一〇.4～-o.7は弱い逆相 関および相関係数一〇.7～_1は
強い逆相 関とする25).
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3-3.結 果
細胞応答試験 を行 う前 に,ガス滅菌がプラズマ処理前後でのPLLA表 面の
濡れ性 に及 ぼす影響 を検討 した.ガス滅 菌 によるPLLA表 面の接触角変化を
図11に 示す.control(プラズマ未処理PLLA試 料)の接触 角は,12時間の保
存 中に行ったガス滅菌(所要時間;8時間)を経 て12時 間後 に有意 に増加 した
が,24時 間後 には回復した(P<0.05)(図11一①)。また,Airプラズマ処理後 の
PLLA試 料 の接 触 角 は,上 記 と同様 にガス滅 菌 を行 うと有 意 に増 加 した
(p<0.05)(図11一②).Akプ ラズマ処理 後にガス滅菌を行 わない場合 のPLLA
試 料の接 触角は,ガス滅 菌を行った場合 と比較 して有 意 に低 く,ガス滅菌の影
響があることがわかった(図11一③).これらのことから,以後の実験ではガス滅菌
の影 響 に左右 されないようにガス滅 菌後 にプラズマ処理を行った.
プラズマ処理したPLLA表面でのMC3T3-E1細胞の接着能を図12に示す.
酒dr,CO2,N2およびArプ ラズマ処理したPLLA表 面は,contro1と比較して細
胞接着能 は有意 に高くなった(p<0.01).一方,C3F8プラズマ処理したPLLA表
面もcontrolと比較して細胞接着能 は高くなったが,各種ガス中でプラズマ処理
した場合と比較して細胞接着 能は有意 に低 くなった(p<0.01).
プラズマ処理したPLLA表 面でのHeLa細胞 の接着能 を図13に示す.Aiエ,
CO2,N2およびArプ ラズマ処理 したPLLA表 面は,controlと比較して細胞接
着能 は有意に高くなった(p<0.01).一方,C3F8プラズマ処 理したPLLA表 面で
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は,各種ガス中でプラズマ処理した場合と比較し細胞接着能はさらに有意に高
くなった(p<0.01).
以 上 のことより,PLLA表面での細胞 接 着 能 の制御 を行 うため には,
MC3T3-E1細胞の正常細胞を接着させたい部位 にはAirプラズマ処理を行い,
HeLa細胞のガン細胞を接着させたくない部位 には,プラズマ処理を行わない
方が良いことがわかった.
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図11.ガス滅菌 によるPLLA表面での接触角変化
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図12.プラズマ処理 したPLLA表面でのMC3T3-E1細胞 の接着能
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図13.プラズマ処理したPLLA表面でのHeLa細胞の接着能
細胞培養1日 および3日 後のプラズマ処理 したPLLA表 面でのMC3T3-El
細胞の増殖能を図14と15に 示す.Air,CO2,N2およびArプ ラズマ処理した
PLLA表面は,細胞培養1日 後でcontrolと比較 して細胞増殖 能は有意 に高く
なった(P<0.Ol)(図14).一方,C3F8プラズマ処理 したPLLA表面では,各 種ガ
ス中でプラズマ処 理 した試 料 と比 較 して,細 胞 増 殖 能 は有 意 に低 くなった
(p<0.01).細胞培養3日 後 においては,細胞培養1日 後の増殖能と比 較して,
ガスによる影 響が明確 に見 られた(図15).AirおよびCO2プ ラズマ処理した
PLLA表面の場合 には,controlと比較して有 意 に増殖 能が高くなった(p<0.Ol).
N2およびArプ ラズマ処理 したPLLA表 面の場合 には,AirおよびCO2プラズ
マ処理したPLLA表 面よりも有意に細胞 増殖能は高くなった(p<0.01).一方,
C3F8プラズマ処理したPLLA表 面では細胞培養3日 後でもcontrolと比較して
有意差 は認 められなかった.
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以 上のことより,PLLA表面での細 胞 増 殖能 の制御 を行 うためには,
MC3T3-E1細胞の正常細胞を増殖させたい部位にはN2プ ラズマ処理および
Arプラズマ処理を行い,HeLa細胞のガン細胞を増殖させたくない部位 には,
プラズマ処理を行わない方が良いことがわかった.
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図14.細胞培養1日 後のプラズマ処理したPLLA表面での
MC3T3-E1細胞の増殖能
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図15.細胞培養3日 後のプラズマ処理したPLLA表面での
MC3T3-E1細胞の増殖能
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細胞培養1日 および3日 後のプラズマ処理 したPLLA表 面でのHeLa細胞
の増殖能を図16と17に示す.Air,CO2,N2およびArプ ラズマ処理したPLLA
表 面は,細胞培養1日 後でcontrolと比較 して細胞増殖能の有意な差は見 られ
なかった.一方,C3F8プラズマ処理 したPLLA表 面では,controlや他のガス中
でプラズマ処理したPLLA表 面と比 較 して有意 な差が見られた(p<0.01)(図
16).しかし,細胞培養3日 後 の各種ガス中でプラズマ処理 したPLLA表面は,
controlと比較して影 響は見られなかった(図17).
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図16.培養1日 後のプラズマ処理したPLLA表 面でのHeLa細胞の増殖能
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図17.培養3日 後のプラズマ処理したPLLA表 面でのHeLa細胞 の増殖 能
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Ahプ ラズマ処理したPLLA表 面での3日 間培養したMC3T3-E1細胞を図
18に示す.Airプラズマ処理を行うことによりcontrolと比較 して細胞増殖能 が高
くなり,PLLA表面ではMC3T3-El細胞 が良好 に伸展していることがわかる.
a)control
b)Airplasma
図18.細 胞 培 養3日 後 の プ ラズ マ 処 理 したPLLA表 面 で の
MC3T3-E1細胞 の 増 殖 能(×200)a)control,b)Airplasma
3'
3-4.考 察
本実験では,大気圧下低温プラズマ処理装置を用いて表面修飾したPLLA
表面の接触角,表面 自由エネルギー,表面原子および官能基などを制御し,
PLLA試料表面でのMC3T3-E1細胞やHeLa細胞の細胞応答について検討し
た.これまでにも,生体材料表面の濡れ性が細胞に及ぼす影響が報告されてき
た45-50).基材の表面が適度 に親水性になってくると,細胞は安定して粘着する.
水との接触角が約60～70°の時,材料は最も多くのタンパク質が吸着するとと
もに細胞もよく接着し,増殖することが知られている51).即ち,極端に親水性で
も疎水性でもない表面上に生体成分がよく付着し,それより親水性が高くなって
も疎水性が高くなっても接着量は減少している.
本実験では,各種ガス中でプラズマ処 理を行い,水 との接触角の異なる
PLLA表面でのMC3T3-El細胞やHeLa細胞の接着能にっいて検討した.水
との接触角とMC3T3-E1細胞とHeLa細胞の接着能との関係を図19と図20に
示す.MC3T3-E1細胞の接着能は,プラズマ処理したPLLA表面の水との接触
角が低 下すると共 に高くなった.HeLa細胞の接着能は,プラズマ処理した
PLLA表面の水との接触角との間に相関は見られなかった.従って,水との接
触角と細胞接着能との関係は,細胞種により異なっていた.
これは単に水との接触角のみで細胞接着能を評価することは難しく,PLLA
表面の物理化学的表面(分子構造,表面粗さ,官能基の種類や量,表面電荷
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な ど)が大 きく影 響 して い るもの と考 え られ る26,27,52-57).
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図19.接触角とMC3T3-E1細胞の接着能との関係
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図20.接触角とHeLa細胞 の接着能との関係
タンパク質 に共通 の細胞接着 部位の最小 単位がArg-Gly-Asp(RGD)の配列
を有 す るトリペ プチ ドで あることが わか り,材料 表 面}ごアミノ酸 である
Arg-Gly-Asp(RGD)を含 むフィプロネクチン,コラーゲン,ラミニンおよびビトロ
ネクチン等の接着性タンパク質をコートすると,細胞の接着 や増殖 が促進するこ
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とが報 告されている58,59)・また,材 料表 面を適度 に親水化 してタンパ ク質の吸
着や細胞 の粘 着を制御 することも報 告されている60,61).
表 面 自由エネルギーおよびその成分 と細胞 接着能との相関関係 を表7に 示
す.表 面 自由エネルギー(γs)およびその成 分(γsd,γsh)とMC3T3-El細胞
(マウス骨 芽細胞様 細胞)との間 には強 い順 相 関が見 られた(p<0.01).一方,
HeLa細胞(ヒト子宮頸ガン細胞)では,表 面 自由エネルギー成分(γsP)と弱い
逆相 関が見 られた(p<0.Ol).このことより,表面 自由エネル ギー(γs)およびそ
の成分(,YSd,γsh)が増加するとMC3T3-E1細胞(マウス骨芽細胞 様細胞)の
接着 能 は高くなることがわかった.一方,HeLa細胞(ヒト子宮頸ガン細胞)は表
面 自由エネルギー成分(γsp)が減少 すれ ば細胞接着 能が低くなることがわか
った.
原子数比 と細胞接着能との相 関係数 を表8に 示す.MC3T3-E1細胞(マウス
骨芽細胞様細胞)では,Cls原子の増加 とともに細胞接着能 は低 くなり,強い逆
相 関 が見 られ た(P<0.01).一方,01s原 子 や01s1Cls比の増加 とともに
MC3T3-E1細胞(マウス骨芽細胞様細 胞)の細胞接着能 は高くなり,強い順相
関が見られた(p<0.Ol).このことから,PLLA表面にMC3T3-E1細胞(マウス骨
芽細胞様 細胞)の接着能を高くさせるにはCls原 子を減少させ,Ols原子を増
加 させ る必要があることがわかった.一 方,HeLa細胞(ヒト子 宮頸ガン細胞)の
場合 には,細胞 接着能と表 面原 子との間に相関性 がみられなかった.
40
官 能基 と細胞接着能 との相 関係数 を表9に 示す.MC3T3-E1細胞(マウス骨
芽細胞様細胞)はC=0基 が増加すると,細胞接着能 は高くなり弱い順相 関が
見られた(p〈0.01).一方,HeLa細胞(ヒト子 宮頸ガン細胞)の場合 には,C-H結
合が減少すると細胞接着能が低くなり,強い逆相 関が見 られた(p<0.01).
以上のことから,MC3T3-E1細胞(マウス骨芽細胞様 細胞)の接着能を高く
するためには,PLLA表面のCニ0を 含む官能基を増加 させ,HeLa細胞(ヒト子
宮頸ガン細胞)の接 着能を低くするためには,C-H結合を増加 させれ ば良いこ
とがわかった.
表7.表面 自由エネルギー成分と細胞接着能との相関関係
CellsS
urfacefreeenergyMC3T3-ElHeLa
Ys
d
γS
Pys
h
**
0.747
**
0.761
-0.213
**
1!.・
11
**
-0.669一
*;p<0.05**;p<0.01
表8.原子数比と細胞擦着能との相関係数
Cells
AtomicpercentageMC3T3-E1 HeLa
Nls
Cls
Ols
Ols/Cls
*
0.427
*:
-0.781
**
0.725
**
0.781
0.446
-0.320
0.072
0.320
*
*;p<0.05**;p<0.01
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表9.官能基と細胞接着能との相関係数
CellsF
unctionalgroupMC3T3-ElHeLa
COO
C=O
C-O
C-H
一〇.197
**
0.615
-0.262
-0.239
*
0.464
0.22
*
-0.384
**
-0.713
*;p<0.05**;p<0.01
表 面 自由エネルギー成分 と細胞増 殖能との相関係数 を表10に 示す.表 面
自由エネル ギー(γs)およびその成分(γsd,,Y3h)とMC3T3-E1細胞(マウス骨
芽細胞様 細胞)との間 には培養1日 後 には弱い(p<O.OS,0.01)順相 関が見 られ,
培養3日 後 には弱い順 相関(p<0.05)が見られた.HeLa細胞(ヒト子宮頸ガン細
胞)の場合 には相 関は見られなかった.これ らのことから,MC3T3-E1細胞(マウ
ス骨芽細胞様細胞)を1日 と3日 間培養 したPLLA表面では,表面 自由エネル
ギー(γS)およびその成分(γsd,γsh)を増加 すれば,細胞増殖 能が高くなるこ
とがわかった.プラズマ処理することにより細胞接着 能だけでなく,細胞 増殖能
にまで表 面 自由エネル ギー成 分が影 響 を受けることがわかった.一方,HeLa
細胞(ヒト子宮頸ガン細胞)の増殖 能の場合 には,表 面 自由エネルギー成分 の
影響 は見られなかった.
原子数 比と細胞増殖能 との相 関係数 を表llに 示 す.Cls原子 とMC3T3-E1
細胞(マ ウス骨 芽 細胞 様細胞)との間には培 養1日 と3日 後で弱い逆 相 関
(P<0.01)が見 られた.一方,01s原子や01s/Cls比とMC3T3.E1細胞(マウス
骨芽細 胞様細胞)との間 には弱 い順相 関(p<0.01,0.05)が見られた.これらの
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ことより,MC3T3-E1細胞(マウス骨芽細胞様細胞)では,PLLA表面のCls原
子が減少すれ ば細胞増殖能は低 くなり,01s原子や01s/Cls比が増加 すれば
細胞増殖能 が高くなることがわかった.一方,HeLa細胞(ヒト子宮頸ガン細胞)
の増殖能と原子数比 との間に相 関は見 られなかった.
官能基と細胞増殖能 との相 関係数 を表12に 示す.MC3T3-E1細胞(マウス
骨 芽細胞様細胞)では,C=0基 の増加 とともに細胞増殖能 が高くなり,弱い順
相 関が見られた(p<0.01).一方,HeLa細胞(ヒト子宮頸ガン細胞)と官能基との
場合 には相 関が見られなかった.これ らのことから,MC3T3-E1細胞(マウス骨
芽細胞様 細胞)はCニ0を 含む官能基を増加すれ ば細胞増殖能が高くなること
がわかった.また,表 面原子 や官能 基は接 着能だけではなく,細胞増殖能 にま
で影響 を及 ぼすことが明らかとなった.
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表10.表面自由エネルギーおよびその成分と細胞増殖能との相関係数
Cultureconditions
SurfacefreeenergyMC3T3-E1 HeLa
1D 3D 1D 3D一YSdγSPyshS **0.573*0.553-0.039**0.587 *0.435*0.511-0.117*0.465 0.4040.2710.3390.337 0.1700.1940.2260.121
*;p<0.05**;p<0.01
表ll.原子数比と細胞増殖能との相関係数
Cultureconditions
AtomicpercentageMC3T3-E1 HeLa
1D 3D 1D 3D
Nls
Cls
Ols
Ols/Cls
0.181
**
-0.587
**
0.575
≪*
0.587
一〇.046
**
-0.560
*
0.514
**
0.560
0.106
-0.240
*
0.385
0.240
1.:
-0.132
0.233
0.132
*;p<0.05**;p<0.01
表12.官能基と細胞増殖能との相関係数
Cultureconditions
FunctionalgroupMC3T3-E1 HeLa
1D 3D 1D 3D
COO
C=O
C-O
C-H
一〇.237
**
0.569
-0.296
-0.045
一〇.418
**
0.637
1:.
111
一〇.132
0.175
0.172
0.244
一〇.334
0.137
11:
0.333
*;pく0.05**;p<0.01
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細胞表面のタンパク質,糖質,脂質には,高分子に対して反応性を持つ,ア
ミノ基,カルポキシ基,水酸基,チオール基,ジスルフィド基,vic一ジオール基,リ
ン酸エステル,0一ヘミスルフェート,N一ヘミスルフェート,フェノー ルおよびイミダ
ゾール置換基などの官能基が存在する62).これらの官能基の多くはPLLA表面
と反応すると考えられている.カルポキシ基(COOH)や水酸基(OH)のようなポ
リマー表面の特定の官能基63,64)あるいは表面のC-0部位が細胞接着 におい
て大きく影響されることが報告されている65).
近年の進展の著しい細胞生物学では,細胞表面の接着分子インテグリンが
関与するといわれる,細胞と細胞の接着機構,および細胞と基質の接着機構の
分子レベルでの理解が深まりっつある.生体は水,低分子イオン,糖質,アミノ
酸,脂質,多糖類,タンパク質,脂肪,細胞および組織などを体内に含んでいる.
生体組織が異物と接触すると,異物認識,免疫反応あるいは生体内取り込みと
いった各種の生体反応が異物と生体組織との界面を中心として繰り広げられて
いることから,材料と生体組織 間の界面現象 が重要な要素となってくる.細胞の
材料表 面の粘着 ・活性化は通常材料表面 に吸着したタンパク質を介して行わ
れる.高分子が体液と接触した直後(1秒以内)に,材料表面へのタンパク質吸
着が観 察される.数秒以内に表面は単分子層で覆われ,吸着タンパク質の交
換や重層化が起こる.
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本実験では,Air',CO2,N2およびArプ ラズマ処理 したPLLA表 面での細胞
接着能 や細胞増殖能 は,MC3T3-E1細胞(マウス骨芽 細胞様細胞)では濡 れ
性,表 面 自由エネルギー(γs)とその成分(,ySd,γsh),Ols原子,Ols1Cls比
およびC=0基 に影 響を受けて増加 することが明らか になった.このことは,細胞
接着能や増殖能 は,たんに濡 れ性だ けでなく表面の官能 基によっても影響 され
ることを示唆 している.その結果,プ ラズマ処 理したPLLA表面は,タンパク質 の
吸着量が増加 し,細胞接着能や細 胞増殖能が高くなったものと考えられる.
46
3-5.結 論
本研 究では,大 気 中(Air)および雰 囲気ガス(CO2,N2,Ar,C3F8)中でプラズ
マ処理 したPLLA表 面でのMC3T3-E1細胞(マウス骨芽細胞様 細胞)やHeLa
細胞(ヒト子宮頸ガン細胞)の細胞接着能,細 胞増殖 能および形 態観 察 にっい
て検討 し,濡れ性,表 面 自由エネルギー,表 面原 子および官能基 の種類や量
と細胞応 答との関係 にっ いて検討 した結果,以 下の結論を得た.
1.ガス滅菌がプラズマ処理 したPLLA表面 の濡れ性 に及 ぼす影 經
ガス滅菌したcontrol(未処理)のPLLA表面 の接触角 は12時 間後 に増加
したが,24時間後 には回復した.また,Airプラズマ処理したPLLA表面の接
触角 は,ガス滅 菌 により増加 した.
2.ガス雰囲気 中でプラズマ処理 したPLLA表 面でのMC3T3-E1細胞
(マウス骨芽細胞様細胞)の接着能
A廿,CO2,N2およびArプ ラズマ処理 したPLLA表面でのMC3T3-E1細胞の
接着 能はcontrolと比較 して高くなった.一 方,C3F8プラズマ処理したPLLA表
面 の細胞接着能 は,Air,CO2,N2およびArプ ラズマ処理と比較して低 くなった.
また,MC3T3-E1細胞 と表面 自由エネル ギー(γ,)およびその成 分(γ,d,y、h),
01sおよび01s1Cls比との間には強い順相 関が見られ,C=0との間には弱い
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順相 関が認 められた.一方,MC3T3-E1細胞とClsとの間 には強い逆相関が認
められた.
3.ガス雰 囲気 中でプラズマ処理 したPLLA表 面でのHeLa細胞
(ヒト子 宮頸ガン細胞)の接着能
Air,CO2,N2およびArプ ラズマ処理したPLLA表 面でのHeLa細胞 の接
着能 はcontrolと比較して高くなった.さらに,C3F8プラズマ処理したPLLA表
面の細胞接着能 は,曲,CO2,N2およびArプ ラズマ処理したPLLA表 面と
比較して高くなった.HeLa細胞 とPLLA表面のC-H結 合との間には強い逆
相 関が見 られ,表 面 自由エネルギー(γ、P)との間には弱い逆相 関が認 めら
れた.
4.ガス雰囲気 中でプラズマ処 理したPLLA表面でのMC3T3-E1細胞
(マウス骨芽細胞様 細胞)の 殖能
Air,CO2,N2およびArプラズマ処理したPLLA表面でのMC3T3-E1細胞
の増殖 能(1,3日間)はcontrolと比較 して高くなった.一方,C3F8プラズマ処
理したPLLA表 面での細胞増殖 能はcontrolと比較して有意な差 は認 められ
なかった.また,MC3T3-E1細胞 と表 面 自由エネルギー(γ,)およびその成分
(γ,d,γ、h),01s,01s/Cls比およびC=0基 との間には弱 い順相 関が認 めら
れた.一 方,MC3T3-El細胞 とCls原子との問には弱い逆相 関が認 められた.
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Airプラズマ処理 したPLLA表面での細胞増殖能 は,蛍 光顕微鏡で撮影 した
写真 からもcontrolと比較して良好 に伸展 していることが認 められた.
5.ガス雰囲気 中でプラズマ処理したPLLA表 面でのHeLa細胞
(ヒト子宮頸ガン細胞)の 殖能
Air,CO2,N2およびArプ ラズマ処理したPLLA表面でのHeLa細胞 の増
殖能(1日 後)は有意な差 は認 められなかった.一方,C3F8プラズマ処理した
PLLA表面の細胞増殖能は 曲,CO2,N2およびArプ ラズマ処理したPLLA
表 面と比較 して低くなった.HeLa細胞 の増殖 能(3日後)では,雰 囲気ガスに
よる影響 は見 られなかった.また,HeLa細胞 の増殖能では相 関性は認 めら
れなかった.
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4.結 言
本実験では,大気圧 下で簡便 に表 面処理が可能な低 温プラズマ処理装置を
用いて,細 胞 接着性の制御 を 目的としMC3T3-E1細胞(マウス骨芽細胞様 細
胞)およびHeLa細胞(ヒト子 宮頸ガン細胞)の細胞応答 を検討した.第1部 では,
大気圧 中(Air)およびCO2,N2,Ar,C3F8のガス雰囲気 中でプラズマ処理した
PLLAの表 面性 状観察,表 面粗さ,水との接触角,表面 自由エネル ギー,表 面
元 素および表面 の官能基 につ いて検討した.第2部 では,プラズマ処 理前 後の
PLLA試料 表面でのMC3T3-E1細胞(マウス骨芽細胞様細胞)およびHeLa細
胞(ヒト子 宮頸ガン細胞)の細胞接 着能や細胞増 殖能などの細胞応 答 につ いて
検討 した結果,以 下の結言を得た.
1.Air,CO2,N2およびArプ ラズマ処理したPLLA表 面の濡れ性 は向上し
たが,C3F8プラズマ処理 したPLLA表 面の濡れ性 は低下した.このことか
ら,プラズマ処理する雰囲気ガスを変えることにより濡 れ性 を制御 できるこ
とが示 唆された.
2.Air,CO2,N2およびArプ ラズマ処理したPLLA表 面の濡れ性 向上は,
01s原子および01s/Cls比などの増加 により親水性表面 に改質できたこ
とによるものであった.一方,C3F8プラズマ処理したPLLA表 面はフッ化
物(CF,CF2およびCF20)の増加 により疎水性表面 に改質できたことによ
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るものであった.
3.PLLA表面でのMC3T3-El細胞(マウス骨 芽細胞様 細胞)の接着能 は,
濡れ性,01sおよび01s/Cls比が増加するに従 って,高 くなることがわか
った.HeLa細胞(ヒト子 宮頸ガン細胞)の接着能 は,PLLA表面のC-H結
合 と表 面 自由エネル ギー成 分(γ、P)が増加 するに従って低 くなることがわ
かった.
4.PLLA表面でのMC3T3-E1細胞(マウス骨芽細胞様 細胞)の増殖能は,
01sおよび01s/Cls比が増加するに従って高くなることがわかった.HeLa
細胞(ヒト子宮頸ガン細胞)の増殖 能ではこれ らとの相 関性 は認 められな
かった.
以上 のことより,大気圧 下低温プラズマ処理装置を用いたPLLAのscaffold
表面 における細胞接着能 の制御 を行 うための表 面改質は,MC3T3-E1細胞(マ
ウス骨芽細胞様 細胞)を接着させたい部位 にはAirプラズマ処理を行い,HeLa
細 胞(ヒト子宮頸ガン細胞)を接 着させたくない部位 には,プ ラズマ処理 を行 わ
ない方が良いことがわかった.このことから,大気圧 下低 温プラズマ処理装置を
用 いたPLLAの 表 面改質 は,プラズマ処 理する雰囲気ガスを変えることにより,
簡便 に細胞 の接着 制御 が可能な臨床 上有 用な表 面処理方法であることが示唆
された.
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